ORGANISATION MONDIALE DE LA PROFRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 
C07K 2AM), A61K 47/48 // C07D 215/48 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 00/58344 
(43) Date de publication Internationale: 5 octobre 2000 (05. 10.00) 



(21) Numero de ia dcmande internationale: PCT/FR00/00757 

(22) Date de depdt international: 23 mars 2000 (23.03.00) 



(30) Donnees relatives a la priori te*: 

99/03791 26 mars 1999 (26.03.99) 



FR 



(71)(72) Deposant et inventeur: MALINA, Halina [FR/FR]; 
Residence La Dauniere, Batiment E app. 45, F-91940 Les 
Wis (FR). 



(81) Etats de*signes: JP, PL, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: PROTEINS MODIFIED BY XANTHURENIC ACID 

(54) Titre: PROTEINES MODIFIEES PAR L'ACIDE XANTHURENIQUE 

(57) Abstract 

The invention relates to the use of proteins that are modified by xanthurenic acid in order to induce an immune response. An immune 
response to said compounds is designed to prevent diseases that are triggered by an accumulation of badly folded proteins including diseases 
that are associated with ageing such as Alzheimer's disease, prion diseases, senile cataracts, atherosclerosis, rheumatism and degeneration 
of the retina with ageing. 

(57) Abre*ge* 

L'invenuon a pour but l'utilisation de prolines modifiers par Tacide xanthurenique pour induire une reponse immunitaire. Une 
reonse immunitaire contre ces composes a pour but une prevention des maladies declenchees par l'accumulation de prolines mal repliees 
auxquelles peuvent appartenir des maladies associees au vieillissement comme par exemple la maladie d'Alzheimer, les maladies a prions, 
la cataracte senile, ratherosclerose, les rhumatismes, la degeneration de la nitine avec Tfige. 
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PROTEINES HODIFIEES PAR L* AC IDE XANTHURENIQUE 

La presente invention a pour but Pinduction d'une r6ponse immunitaire contre les 
pathologies induites par des modifications de physiologie cellulaire par 1'acide 
5 xanthurenique. La presente invention concerne aussi une fa?on deduction regulee de 
pathologie cellulaire en presence de 1'acide xanthur&iique. Elle est relative a une formation 
de proteines modifiees de fa9on covalente par Pacide xanthurenique in vitro ou dans un 
systeme cellulaire. 

La base de Pinvention est une observation du fait que Pacide xanthurenique 

10 mene a la modification covalente de proteines dans des cellules et provoque une 
modification de la physiologie cellulaire. Precedemment, il a ete reporte que 1'acide 
xanthurenique s'accumule dans le cristallin de l'oeil bovin (Malina et al. Graefe's Arch. Clin. 
Exp. Ophthalmol. 1995, 233, 38-44), et humain (Malina et al. Graefe's Arch. Clin. Exp. 
Ophthalmol. 1996, 234, 723-730) avec Page, dans sa presence les a, p, y - cristallines 

15 formes des agregats (idem) et deviennent fluorescentes ( Malina et al. Eur. J. Ophthalmol. 
1996, 6, 250-256). Les conjugues covalents sont formes par la preparation des produits 
oxydes de 1'acide xanthurenique, nommSs DOXA et sa reaction avec des cristallines de 
l'ceil (Malina et al. Graefe's Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 1996, 234, 723-730). 
Recemment, les experiences ont montre que 1'acide xanthurenique s'accumulant dans une 

20 cellule conduit a une modification de la physiologie cellulaire. Cette modification est due i 
une accumulation de proteines mal repliees. L f acide xanthurenique peut former des liaisons 
covalentes avec des proteines. En presence de 1'acide xanthurenique qui a une couleur 
jaune, des proteines deviennent jaunes a cause de celui-ci. Cette couleur persiste apr£s 
Pelectrophorese des proteines sur le gel denaturant. Ces r6sultats montrent que 

25 1'acide xanthurenique est lie avec les proteines de fa9on covalente. Pour changer la 
conformation d'une proteine, il est suffisant de modifier un acide amine; de nombreux 
exemples sont presents dans la litterature scientifique. En presence de 1'acide xanthurenique 
comme l'indiquent les exemples donnes dans cette description, un a plusieurs acides amines 
peuvent etre modifies. Pour cette raison, la presence de 1'acide 

30 xanthurenique dans une cellule provoque une surexpressioh des proteines chaperonnes 
nominees "glucose regulated proteins 94" GRP94. 

La surexpression de ces proteines est connue comme etant provoquee par l'accumulation 
des proteines mal repliees (Kozutsumi Naturel998, 332, 462-464). 
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L'acide xanthurenique modifie des proteines de fa$on aieatoire et cette modification 
concerne aussi les prolines chaperonnes comme par exemple la GRP 94 et la calreticuline, 
Etant donne que ces proteines sont responsables de la conformation correcte des proteines, 
leur modification accelere l'accumulation des proteines mal 

5 repli6es et aussi parmi elles des immunoglobulines mal repliees. Ces modifications 

complexes des proteines par l'acide xanthurenique, permet de laisser fonctionner des cellules 
avec une physiologie mpdiftee. L'accumulation des prolines modifiees par l'acide 
xanthurenique dans differentes types de cellules (par exemple les cellules des astrocytes, les 
cellules 6pitheliales du cristallin) provoque par exemple une surexpression 

10 des proteases, une degradation du calreticuline, une modification du facteur nucleaire- 
kappaB, et une induction du P-amyloide (A4). 

Ces risultats montrent que la formation de proteines modifies par l'acide xanthurenique 
mene a une pathologie cellulaire en induisant le changement de nombreuses proteines. Les 
changements observes sont en fonction du degre de la modification de proteines par 

1 5 l'acide xanthurenique. Ces resultats montrent qu'il est possible d'induire une pathologie 
cellulaire de fa$on artificielle en augmentant dans les cellules le niveau de proteines 
modifiees par l'acide xanthurenique. Ce nouveau mecanisme est provoque par la 
modification des prolines par l'acide xanthurenique dans une cellule. Dans une culture 
cellulaire des astrocytes une augmentation de niveau de proteines modifie par l'acide 

20 xanthurenique provoque l'induction de p-amyloi'de (A4), qui est reconnu par anticorps 
monoclonale de Dako, Danemark, utilise pour la diagnostique de la maladie de Alzheimer. 
La raison de cette induction de p-amyloide est une modification de la conformation de la 
proline precurseur de Tamyloide (PPA), due k la modification par l'acide xanthurenique. 
Cette modification donne le signal a une induction de proteases, qui degradent le PPA 

25 modifiee et induites la formation de 3-amyloi'de (A4). 

L'acide xanthurenique est un acide amine de la voie de degradation du tryptophane et son 
accumulation dans differents types de cellules peut conduire a diverses pathologies. On peut 
prevoir que Tanimal dans lequel on augmente le niveau de proteines modifiees par l'acide 
xanthurenique peut servir comme modele pour etudier I'effet de medicaments. 

30 Une introduction directe d'acide xanthurenique par voie orale ou d'autres voies, peut servir 
comme un modele de developpement de la maladie d^zheimer, les maladies a priones, la 
cataracte senile, l'atheroscierose, les rhumatismes, la degenerait de la retine avec Vage. 



WO 00/58344 



3 



PCT7FRO0/00757 



L'observation du fait que Pacide xanthur&iique provoque une deregulation de la 
physiologie ceUulaire permet une induction regutee de la pathologie cellulaire. 
Des proteines modifiees par l'acide xanthurenique et injectdes a un animal vont induire une 
reponse immunitaire contre les proteines mal repliees. A cause de la modification du 

5 systeme immunitaire par l'acide xanthurenique et k la suite d'une degradation des proteines 
chaperonnes comme la GRP94, les cellules pathologiques ne sont pas eliminees. L'induction 
de la reponse immunitaire contre les proteines mal repltees peut prevenir FefFet 
pathologique qui a lieu a la formation de ces proteines au cours de vieillissement. 
Les vaccins bases sur des proteines modifiees par l'acide xanthurenique vont avoir un rdle 

10 preventif contre les maladies induites par des proteines ainsi modifiees. Les proteines 
modifiees par l'acide xanthurenique peuvent etre administrer aux mammiferes en utilisant 
tous les solvants non toxique dans lesquelles sont solubles. Des degres des modifications de 
proteine par l'acide xanthurenique, et quantite de proteine a administrer va dependre de 
proteine a modifier et de but recherche par vaccination. Les fragments de 

15 proteines, des peptides ou des sequences synth&iques peuvent &re utilises pour former des 
produites conjugues avec l'acide xanthurenique. Ces composes sont introduits dans un 
mammiftre pour induire une reponse immunitaire. 
Exemple 1. 

Formation de proteines modifiees par l'acide xanthurenique dans la culture de cellules 
20 epithSliales. 

La culture primaire des cellules epitheliales bovins de dans un milieu du type milieu essentiel 
minimal (MEM) a ete traitee par l'acide xanthurenique. L'acide xanthurenique a 
ete ajoute dans ce milieu a concentration 0, 1, 2, 4 mM . Apres 24 heures des cultures les 
cellules ont 6te lavees en utilisant un tampon PBS (5 mM sodium phosphate, 150 mM 

25 NaCl, pH 7. 1) et lyse dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl (pH8), 150 mM NaGl 
100^g/ml PMSF, 1% Triton X-100. Des extraits ont 6te appliques sur une colonne des 
Sephadex G-50 et elu& en utilisant 0,005 M NaHC03. L'acide xanthurenique a ete 
quantifie dkns les extraits de proteines par la spectrometrie UV. La concentration de 
proteines a ete calculee en utilisant une gamme &alonnee des mesures de 1'absorption des 

30 quantites connues de l'albumines du bovin ayant le poids moleculaire de 67,5 kD apres une 
incubation avec l'acide xanthurenique X=342 nm (E xm» 6 500 selon Merck Index, Merck 
and Co., edition White House Station, New York, 1996). La concentration de 
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I'acide xanthurenique a correspondu respectivement au 0, 1, 3, 9 moles par mole de 
proteines. L'analyses des proteines apres un transfere de gel SDS-PAGE sur une membrane 
de nylon (Western blot) en presence des differents anticorps ont montre qu'en presence 
de proteines modifiees par I'acide xanthurenique les niveaux de facteur nuclaiare-KB, 0- 
5 amyloide (A4), et calpain Lp82 ont ete changes. 
Exemple 2 

Formation de proteines modifiees par I'acide xanthurenique dans la culture cellulaire 
des astrocytes. 

La culture d'astrocytes de rat dans le milieu MEM a ete traite par I'acide 
10 xanthurenique a concentration 0, 2, 4, 8 mM. La concentration de I'acide xanthurenique 
(XA) dans des extraits a ete calculee comme dans l'exemple 1, et a correspondu 
respectivement au 0 ; 1 mole XA par 8 moles de proteines ; 3 moles de XA par 2 moles de 
prolines ; 1 mole XA par moles de proteines par mole de 5 proteines. 
En presence de proteines modifiees par d'acide xanthurenique, le facteur nucleaire -kB 
15 ont eu de poids moleculaire de 50 kD, 52kD, et 55 kD au lieu de la taille normale 50 kD. La 
formation P-amyloide (A4), qui n'etait pas detectable sans la presence de I'acide 
xanthurenique, a ete fortement induite. Ces resultats ont montre qu'une augmentation de 
I'acide xanthurenique dans la cellule va provoquer une deregulation de la physiologie 
cellulaire. Ces resultats montrent qu'il est possible d ! induire artificiellement une pathologie 
20 cellulaire en augmentant dans une cellule le niveau des proteines modifiees par I'acide 
xanthurenique. Le nouveau mecanisme decrit est provoque par la modification covalente 
des proteines par I'acide xanthurenique. 

Exemple 3. Formation de proteines modifiees par I'acide xanthurenique dans un extrait 
cellulaire de la retine. 

25 L'acide xanthurenique a 0, 2, 4, 8 mM a ete incubes avec des extraits de proteines 

de la retine pendant une semaine et les extraits ont ete traites comme decrit dans l'exemple 
1, et les concentrations om correspondues respectivement au 0; 2 mole XA par 1 mole de 
proteines; 3 moles de XA par 1 mole de proteines; 5 moles XA par moles de proteines. 
Exemple 4. 

30 Formation de proteines modifiees par I'acide xanthurenique dans la culture de tissus. . 



WO 00/58344 



5 



PCT/FR00/00757 



Les cristallins de pore ont ete incubes dans les solutions d f acide xanthurenique 0 et 2 mM 
pendant une semaine. L'acide xanthurenique a ete diffuse dans le cristallin. Le cortex du 
cristallin a ete homogeneise dans un tampon phosphate de 7.4. La partie non soluble de 
prot&nes a 6te separee par centrifugation 410 OOOg. La concentration des proteines a et6 
5 mesurte i 280 nm, les parties insolubles des proteines ont et6 dissoutes dans 4 mM ur£e ou 
dans 8 mM d'uree. L'acide xanthurenique etait present dans tous les extraits et sa quantity i 
augmente avec l'insolubilite des proteines : les concentrations en acide xanthu-r6nique dans 
les prolines correspondaient k 1 mole XA pour 1 mole de prot&nes dans la partie soluble 
du tampon phosphate, 2 moles de XA dans les proteines solubles dans 
10 4mM d'uree, et 3 moles de XA dans les proteines solubles dans 8 mM d'urSe. 

Exemple 5. Preparation des conjugues de l'acide xanthurenique avec des proteines de 
bacteries. 

Le mycelium de Streptomyces incamatus, une bacterie mycelial Gram-positive, a 

ete cultivee en 1'absence ou en presence de 2 mM d'acide xanthurenique. 100 ml de chaque 

1 5 culture a ete suspendue dans le tampon de phosphate a concentration 0.05 M, de pH 7, 
contenant 0.1% de p-mercaptoethanol. La suspension a ete congelee dans un bain-marie 
contenant de la glace carbonique-metanol. Les cellules congeles ont et£ casees 
dans la presse de Hinton avec une pression de 360 atmospheres. Les prolines de cytosol 
ont &e separtes de la fraction des membranes par centrifugation de 100 OOOg pendant une 

20 heure. La solution a et6 trait^e par Paddition de 2,5 % de streptomycine pour precipiter 
l'acide nucteique, qui ont 6t6 limine par centrifugation a 5000g pendant 10 min. Les 
concentrations d'acide xanthurenique dans les proteines ont 6t6 mesurees comme d6crit 
dans Texemple 1. Les concentrations en acide xanthurenique dans les proteines 
correspondaient a 0 et 0.5 mole d'acide xanthurenique pour une mole de proteines. 

25 Exemple 6. Induction une reponse immunitaire contre la proteine modifiee par l'acide 
xanthurenique. 

La calreticuline est modifiee par l'acide xanthurenique dans une cellule et partiellement 
degrade. 3 mg de calreticuline dans le tampon phosphate sterile de pH 7,4 ont ete incubes 
avec 4 mM d'acide xanthurenique pendant 72 heures, a temperature ambiante. 
30 La calreticuline modifte a et6 administr6 au souris. Six souris (pesant 100 g environs) 
ont ete immunisees par injection sous-cutane en utilisant les meme quantites SOOjig de 
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calreticuline. Un autre groupe de souris est rest£ sans traitement. Uimmunisation a 6t6 
repetee trois fois par dans Tintervalle de deux semaines. La calreticuline a ete analysfe dans 
le plasma des animaux apres trois mois. Des proteines de plasma de souris ont et6 analysees 
par electrophorese sur un gel denaturant (Laemmli , Nature 1970, 227, 680-685). 
5 Des proteines ont ete transferees sur une membrane. La detection de la calreticuline a et6 
effectuee en utilisant un anticorps contre la calreticuline. Dans le plasma de souris non 
traites, la calreticuline degrad6e presentait un poids moleculaire de 55 kD au lieu de 63kD. 
Chez les souris trait&s le plasma a contenu de 60 pour-cent moins de la calreticuline 
degradees. 

10 Cette voie peut etre utilisee pour retarder le vieillissement pathologique des cellules 

due a une modification de la conformation des prolines, parmi eux des chaperonne 
proteines. 

Les injections des prolines modifiees par Tacide xanthurenique peuvent avoir un efFet 
preventif contre de pathologie li6es au vieillissement. Une immunotherapie utilisant les 
anticorps monoclonaux serait possible pour retarder TefFet de proteines mal replies. Par 
1 5 exemple un anticorps contre la proteine precurseur d'amyloide modifiee par Pacide 
xanthurenique est supposee retarder le developpement de la maladie d' Alzheimer. 
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Revendications 

1. 1) Compose destine a provoquer des reactions immunitaires par introduction dans 

2. un organisme vivant caracteris^ en ce quMl est le produit de la reaction de Pacide 

3. xanthur&iique avec une prot&ne. 

4. 2) Compose selon la revendication 1 caract&is6 en ce que Pacide xanthurenique est lfc 5. 
a une proline, un peptide, ou une sequence de prot&ne. 

6. 3) Compose selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que cette proteine est une 

7. proline humaine ou une proteine d f un autre mammifere. 

8. 4) Compose selon la revendication 1 caractfrise en ce que cette proteine est une 

9. proteine bacterienne. 

10. 5) Compose selon la revendication 1 caract&ise en ce que la preparation est faite en 
1 1 ajoutant 1'acide xanthurenique dans les milieux de culture de cellules de mammiferes. 

12. 6) Compose selon la revendication 1 caract^rise en ce que la preparation est faite en 

13. ajoutant Tacide xanthurenique dans les milieux de culture de tissus. 
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